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略 語  
本論文中では以下の略語を使用した。 
 
試 薬  
略号               英名                          和名 
ABT  1-aminobenzotriazole  1-アミノベンゾトリアゾール 
APAP  acetaminophen  アセトアミノフェン 
BSO  L-buthionine (S,R)-sulfoximine  L-ブチオニン (S,R)-スルフォキシミン 
DEPC  diethylpyrocarbonate  ジエチルピロカーボネート 
DNP  2,4-dinitrophenylhydrazine  2,4-ジニトロフェニルヒドラジン 
DTNB  5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)  5,5-ジチオビス（2-ニトロ安息香酸） 
DPH  diphenylhydantoin  フェニトイン (ジフェニルヒダントイン) 
DW  distilled water  蒸留水 
EDTA  ethylene diamine tetraacetic acid  エチレンジアミン四酢酸 
EGTA  ethylene glycol tetraacetic acid  グリコールエーテルジアミン四酢酸 
KTZ  ketoconazole  ケトコナゾール 
MDZ  midazolam  ミダゾラム 
NADP+(H)   nicotinamide adenine dinucleotide  ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 
  oxidized (reduced) form 
dNTP  deoxyribonucleotide triphosphates  デオキシリボヌクレオチド三リン酸 
1’-OH MDZ  1’-hydroxymidazolam  1’-ヒドロキシミダゾラム 
4-OH MDZ  4-hydroxymidazolam  4-ヒドロキシミダゾラム 
4-OH TOL  4-hydroxytolbutamide  4-ヒドロキシトルブタミド 
PB  phenobarbital  フェノバルビタール 
PBS  phosphate buffered saline  リン酸緩衝生理食塩水 
SDS  sodium dodecylsulfate  ドデシル硫酸ナトリウム 
TOL  tolbutamide  トルブタミド 











略号               英名                          和名 
CAR  constitutive androstane receptor  構成的アンドロスタン受容体 
CYP  cytochrome P450  シトクロム P450 
Cys  cysteine  システイン 
DPH-glu  DPH N-glucuronide  フェニトイン N-グルクロン酸抱合体 
HPLC  high performance liquid  高速液体クロマトグラフィー 
  chromatography 
4’-HPPH  4’-hydroxy DPH  4’-ヒドロキシフェニトイン 
4’-HPPH-   4’-HPPH O-glucuronide  4’-ヒドロキシフェニトイン O-グルクロン酸抱合体 
-O-glu 
GS-  glutathione conjugated  グルタチオン抱合体 
GST  glutathione S-transferase  グルタチオン転移酵素 
LC-MS/MS  liquid chromatography with   液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析 
  tandem mass spectrometry 
NAC-  N-acetylcysteine conjugated  N-アセチルシステイン抱合体 
PXR  pregnane X receptor  プレグナン X受容体 




略号               英名                          和名 
ALT  alanine aminotransferase  アラニンアミノトランスフェラーゼ 
AST  aspartate aminotransferase  アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 
T.Bil  total bilirubin  総ビリルビン 
 
酸化ストレス関連  
略号               英名                          和名 
GR  glutathione reductase  グルタチオン還元酵素 
GSH  reduced glutathione  還元型グルタチオン 
GSSG  oxidized glutathione  酸化型グルタチオン 
Nrf2  NF-E2-related factor 2  NF-E2関連因子 2 
ROS  reactive oxygen species  活性酸素種 




略号               英名                          和名 
DAMPs  damage-associated molecular  傷害関連分子パターン 
  pattern molecules 
Foxp3  forkhead box p3  フォークヘッドボックスタンパク 3 
GATA3  GATA-binding protein 3 GATA結合タンパク 3 
HLA  human leukocyte antigen ヒト白血球抗原 
HMGB1  high-mobility group box 1  高移動度グループタンパク質 1 
IFN  interferon  インターフェロン 
IgG  immunoglobulin G  免疫グロブリン G 
IL  interleukin  インターロイキン 
KC  Kupffer cell  クッパー細胞 
LPS  lipopolysaccharide  リポ多糖 
MCP1  monocyte chemoattractant protein1  単球走化性タンパク質 1 
MIP2  macrophage inflammatory  マクロファージ炎症性タンパク質 2 
  protein 2 
MPO  myeloperoxidase  ミエロペルオキシダーゼ 
RAGE  receptor of advanced glycation  終末糖化産物受容体 
  endproducts  
ROR  retinoic acid-related orphan  レチノイド関連オーファン受容体 
  receptor 
T-bet  T-box expressed in T cells  転写因子 T-bet 
Th  helper T cell  ヘルパーT細胞 
Treg  regulatory T cells  制御性 T細胞 
NALP3  NACHT-, LRR- and   PYD 含有 NLR ファミリータンパク 3 
  PYD-containing protein 3 
TLR  Toll-like receptor  Toll様受容体 
TGF  transforming growth factor  トランスフォーミング増殖因子 










略号               英名                          和名 
ANOVA  analysis of variance  分散分析 
cDNA  complementary   DNA相補的 DNA 
DILI  drug-induced liver injury  薬物誘導性肝障害 
DNA  deoxyribo nucleic acid  デオキシリボ核酸 
ELISA  enzyme-linked immunosorbent  酵素免疫測定法 
  assay   
FP  forward primer  フォワードプライマー 
GAPDH  glyceraldehyde 3-phosphate  グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ 
  dehydrogenase 
γ-GTP  γ-glutamyltransferase  γ-グルタミルトランスペプチダーゼ 
γ-GCS  γ-glutamylcysteine synthetase  γ-グルタミルシステイン合成酵素 
HE  hematoxylin and eosi  ヘマトキシリン・エオシン 
HRP  horseradish peroxidase  西洋わさびペルオキシダーゼ 
LD  lethal dose  致死量 
mRNA  messenger RNA  伝令 RNA 
ND  not detected  不検出 
NS  not significant  有意差なし 
NT  non-treated  無処置 
PCR  polymerase chain reaction  ポリメラーゼ連鎖反応 
PVDF  polyvinylidene difluoride  2 フッ化ポリビニリデンフルオリド 
RNA  ribonucleic acid  リボ核酸 
RP  reverse primer  リバースプライマー 
RT  reverse transcription  逆転写 
SEM  standard error of the mean  標準誤差 
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第 I章 序 論  
 
医薬品開発において、安全性の問題により開発が中止される事例は増加する傾向にある  





























ている (Pirmohamed et al., 1996; Park et al., 2000; Uetrecht, 2000; Deng et al., 2009)。薬物誘
導性肝障害 (DILI) は医薬品開発の中止理由となる原因の一つであり (Wilke et al., 2007)、
ブロモフェナク (1998年)、トログリタゾン (2000年) およびネファゾドン (2004年) がその肝障
害性により市場から撤退していることから、臨床および医薬品開発において重大な問題となっ














きた GSHを枯渇させた動物を用いた検討は、薬物の単回投与での検討であり (Shimizu et al., 







































カインが増悪因子として関与していることを示した (Kobayashi et al., 2009)。一方で、甲状腺機
能亢進症の治療薬といて用いられるメチマゾールはごく少数の患者において肝障害を惹起さ
せるが、Balb/cマウスを用いて肝障害発症機序を解析した結果、IL-4が肝障害増悪因子として
関与していることを明らかにしてきた (Kobayashi et al., 2012)。このことから、DILI発症におい
て関与する免疫因子は薬物により異なることが示された。さらに、興味深いことに、上記のハロ
タン誘導性肝障害モデル動物を、C57BL/6マウスを用いて作製を試みたところ、肝障害が発症
しないことが報告されている (Kobayashi et al., 2009)。ハロタンは cytochrome P450 (CYP) 2E1
によってトリフルオロ酢酸へと代謝され、生体高分子と結合することが知られている。しかし、肝
障害を発症する Balb/cマウスと、肝障害を発症しない C57BL/6マウス共に肝臓ホモジネートに











フェニトイン (diphenylhydantoin, DPH) は現在も広く使用されている抗てんかん薬である。
DPHを投与された一部の患者において、薬疹やリンパ性浮腫ならびに発熱が認められ、それ
らの発症に伴い肝障害を発症することが報告されている (Dhar et al., 1974; Haruda, 1979; 
Taylor et al., 1984)。DPHによる肝障害は、DPH服用開始から 1-8週間のうちに発症し、約
10,000人に 1人の割合で発症すると言われている (Mullick and Ishak, 1980)。このような発症
状況から、DPH誘導性肝障害は特異体質性肝障害に分類されている。臨床病理学的には、リ
ンパ球の浸潤を伴う肝細胞壊死および変性が認められ、免疫応答を伴う肝障害と考えられる 
(Mullick and Ishak, 1980)。しかし、動物実験においてこれらの病態に類似した肝障害は、DPH
の過剰投与によっても再現されていない (アレビアチン 医薬品インタビューフォーム, 2014)。 
DPH誘導性肝障害の発症機序は未だ解明されていないが、DPHから CYP2C9および
CYP3A4により新電子性反応性代謝物が生成されることが in vitro実験により示されている 
(Munns et al., 1997; Cuttle et al., 2000)。さらに DPH代謝物と CYP2C9 との共有結合が in vitro
で証明されていること、DPH誘導性肝障害患者の血清にCYP2C9に対する自己抗体が認めら
れていることから (Leeder et al., 1992)、CYPによる代謝的活性化の肝障害発症への関与が推




Fig. 2. Major metabolic pathways of DPH in humans.  
Dihydrodiol:  5-(3’,4’-dihydroxy-1’,5’-cyclohexadien-1-yl)-5- phenylhydantoin;  
UGT: UDP-glucuronosyltransferase; Glu: glucuronide;  
4’-HPPH: 5-(4-hydroxyphenyl)-5-phenylhydantoin;  
DPH catechol, 5-(3’,4’-dihydroxyphenyl)-5-phenylhydantoin;  
DPH o-quinone, 5-(3,4-dioxocyclohexa-1,5-dien-1-yl)-5-phenylimidazolidine-2,4-dione;  
DPH-Glu, DPH N-glucuronide; 4’-HPPH O-Glu, 4’HPPH O-glucuronide. 
 
ヒトおよびラットの主要代謝物である 4’位水酸化体 DPH (5-(4’-hydroxyphenyl)-5- 
phenylhydantoin, 4’-HPPH) はヒトでは主にCYP2C9、ラットでは主にCYP2C11によって生成さ


























































タンパク質と共有結合を形成する (Munns et al., 1997)。4’-HPPHからカテコール体への反応も
CYP依存的であり、これらの反応性代謝物とタンパク質との共有結合は、GSH等の親電子性
物質によって阻害されることが、ヒト、ラットおよびマウス肝ミクロソーム画分 を用いた検討から
明らかにされている (Munns et al., 1997; Roy and Snodgrass, 1988; 1990)。DPHおよび
4’-HPPHはそれぞれ N-または O-グルクロン酸抱合を受け、N- glucuronide (DPH-Glu) または







触媒する GSH転移酵素 (GST) 活性が、ヒトのそれぞれ 4倍および 20倍と非常に高いことか






























第 1節 緒 言 
 
DPHは現在も広く使用されている抗てんかん薬であるが、稀に重篤な発疹、発熱および肝
障害を発症する (Dhar et al., 1974; Haruda et al., 1979)。DPHによる特異体質性肝障害の発症
機序は不明であるが、これまでに、CYPによる代謝的活性化に続く親電子性反応性代謝物の
生成とタンパク質との共有結合体形成が報告されており、この現象が免疫機構を活性化させ、












然免疫機構ならびに獲得免疫機構を構成している (Winnock et al., 1995; Tiegs et al., 1992)。
Kupffer細胞は消化管から門脈を介して流入した異物、例えば病原性微生物、細胞破砕物、
ヘムおよびリポ多糖 (LPS) などを捕捉する。とくに LPSをはじめとするエンドトキシンは
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ンドトキシンや病原性微生物のみならず、high mobility group box protein1 (HMGB１) をはじ
めとする多くの細胞由来のタンパク質も、Kupffer細胞の活性化を行うことが明らかになってきた 
(Bianchi et al., 2007; Scaffidi et al., 2002)。Kupffer細胞の活性化機序は、HMGB1やエンドト
キシン等の Kupffer細胞活性化物質が Kupffer細胞の細胞膜表面に存在する Toll様受容体 
(TLR) を介して、サイトカイン産生を促すことで、Kupffer細胞を活性化させることとされている 
(Schwabe et al., 2006)。この TLRシグナルを介し、Kupffer細胞やマクロファージの活性化を行





子として寄与していることが知られている (Antonine et al., 2009)。 
一方で、もう一つの自然免疫活性化機構として、NLR family, pyrin domain containing 3 
(NALP3) インフラマソームの関与が報告されている。NALP3 インフラマソームは尿酸結晶、バ
クテリア RNAや ROSにより活性化を受け (Church et al., 2008; Bryant and Fitzgerad, 2009; 
Martinon et al., 2009)、カスパーゼ 1を活性化する (Latz, 2010; Schroder and Tschopp, 2010)。
その結果未成熟型 IL-1βおよび IL-18 タンパク質が切断を受け、成熟型タンパクが産生される。
NALP3 インフラマソームの DILI発症ヘの関与は APAP誘導性肝障害モデルマウスを用いた
検討で示されている (Williams et al., 2011)。また、IL-1βはジクロフェナク誘導性肝障害にお








細胞の傷害に加え、炎症細胞による傷害作用も大きいとされている (Ramadori and Armbrust, 
2001)。MCP-1およびMIP-1は単球の遊走因子であり、好中球や好塩基球などの炎症細胞を
傷害部位に呼び寄せ、抗原の除去ならびに殺菌を行う (Hsieh et al., 2008)。この際に、傷害部
位のみならず、周囲の正常肝細胞に対しても死滅および消化作用を示し、結果的に傷害部位
の拡大に繋がると考えられ、免疫反応が関与する肝障害においては、好中球が直接的な組織
傷害因子として寄与が大きいことが知られている (Ramalah and Jaescke, 2007)。 
Kupffer細胞をはじめとする自然免疫細胞による炎症作用は一過性であり、APAP誘導性肝
障害モデルマウスを用いた検討でも、Kupffer細胞による自然免疫機構が急性肝障害に深く関
わっていることが明らかにされている (Fisher et al., 2013)。特異体質性 DILIの場合、肝障害と
併発して、発熱、好酸球増多ならびに発疹などのアレルギー様症状を伴うことも少なくない。
DPH もその例外ではなく、肝障害発症患者のほとんどが、これらのアレルギー様症状を呈する
ことが報告されている (Dhar et al., 1974; Haruda, 1979)。このようなアレルギー性の特異体質性
DILIにはKupffer細胞などの自然免疫細胞のみならず、T細胞等の獲得免疫系の細胞による
免疫機構が関与していると言われている (Adams et al., 2010)。T細胞のうちCD4+CD8-を細胞
膜上に抗原として発現している細胞を、とくにヘルパーT (Th) 細胞と呼び、ヒトにおいてさまざ
まなタイプの肝障害発症に関わる重要な調節因子である。前駆体ヘルパーT細胞は Fig. 3に
示すように特定のサイトカインおよび、特定の転写調節因子によって Th1, Th2, 制御性 T 
(T-reg)、および Th17細胞に分類される (Kidd, 2003; Zhu and Paul, 2008)。Th1細胞は転写因
 16 
子として T-box expressed in T cels (T-bet) が必要であり、インターフェロン (IFN)-γを分泌する。
Th2細胞は転写因子として GATA結合ドメイン 3 (GATA3) を必要とし、IL-4および IL-5を産
生する。Th17細胞は IL-17および IL-23を分泌し、転写因子としてレチノイド関連オーファン受
容体 (ROR) γtを必要とし、T-reg細胞は、IL-10およびトランスフォーミング因子 (TGF)-βを分
泌し、Foxp3を転写因子として必要とする。実験動物を用いた DILIに関する研究で、IFN-γの
関与が APAP (Ishida et al., 2002)、IL-4の関与がジクロキサシリンおよびメチマゾール 
(Higuchi et al., 2011; Kobayashi et al., 2012)、IL-17の関与がハロタンおよびカルバマゼピンに


































  本章では肝障害発症機序を解明するため、はじめに DPH誘導性肝障害モデルマウスの作
製を行った。先に述べたように in vitroの研究から GSHが DPHの反応性代謝物と生体タンパ
ク質との共有結合を減弱させることが示されていることから、GSH合成の律速酵素である γ-グル
タミルシステイン合成酵素 (γ-GCS) の特異的阻害剤である L-buthionine (S,R)-sulfoximine 






第 2節 実験材料および方法 
 
II-2-1 試薬 
DPH、S-メフェニトインおよび BSOは和光純薬工業 (大阪) から購入した。
1-aminobenzotriazole (ABT) は東京化成工業 (茨城) より購入した。RNAiso、ランダムヘキサ
マー、SYBR Premix Ex Taqはタカラバイオ (滋賀) より、ReverTra Aceは東洋紡 (大阪) より
購入した。TLR4拮抗剤であるエリトランはエーザイ株式会社より供与いただいた。プロスタグラ
ンジン E1 (PGE1) は日本ケミファ (東京) から購入した。プライマーは北海道システムサイエン
スに合成を依頼した。ニワトリ抗 HMGB1ポリクローナル抗体およびコントロール用グロブリン 
(Ig)Yはシノテスト (東京) から購入し、ラット抗マウス IL-17抗体ならびにコントロール用 IgG2a
は R&D system (Minneapolis, MN, USA) より購入し、Envision+ for mouseおよびウサギ抗ミエ
ロペルオキシダーゼ (MPO) ポリクローナル抗体はダコ・ジャパン (東京) より購入した。IL-1β
ならびに IL-17 タンパク濃度の測定に用いた ELISAは eBioscience (San Diego, CA, USA) か
ら購入した Ready-SET-GO! Mouse 1L-1βおよび IL-17をそれぞれ用い、血漿中 HMGB1 タン
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10 × リン酸緩衝液 (PBS) 
塩化ナトリウム 80 g、塩化カリウム 2 g、リン酸水素二ナトリウム (12水和物) 29 g、リン酸水素
二カリウム 2 gに精製水を加え、全量を 1 Lとした後、121°Cで 20分間オートクレーブ処置した。
使用に際しては、精製水で 10倍希釈し、1 × PBS とし、実験に供した。 
 
II-2-2 動物への処置および生体材料の調製 
8週齢の雄性および雌性 C57BL/6Jマウスおよび雌性 Balb/cマウスは日本 SLC より購入し
た。マウスは、水および標準飼料を自由に摂取させ、12時間の明暗サイクル中、一定温度 (23 
± 2°C) ならびに一定湿度 (55 ± 20°C) の条件で飼育した。 
単回投与の検討では、雌性の C57BL/6Jマウスにコーン油 (10 mL/kg) に溶解した DPHを
50, 100および 200 mg/kgで経口または腹腔内投与した。投与量はマウスにおける DPHの
LD50が 367 mg/kgであることを考慮して (アレビアチン 医薬品インタビューフォーム, 2014)、
その約半分を最大投与量として設定した。DPH投与 1時間前に、生理食塩水 (10 mL/kg) に
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溶解した BSO (700 mg/kg) を腹腔内投与した。BSOの用量ならびに投与方法は、既報 
(Shimizu et al., 2009) を参考に設定した。DPH投与 24時間後にエーテル麻酔下、血液を後
部腹大静脈から採血し、その後肝臓を摘出した。血漿を分離し、ALTならびにアスパラギン酸
トランスアミナーゼ (AST) 値を Dri-Chem 4000 (富士フィルム) を用いて測定した。 
5日間反復投与の検討では、雌性 Balb/cマウスならびに雄性および雌性 C57BL/6マウスに
コーン油 (10 mL/kg) に溶解した DPHを 50 mg/kgで 2日間反復腹腔内投与した。その後、
反復投与 3日目からは、コーン油 (10 mL/kg) に溶解したDPHを 100 mg/kgで 3日間反復経





ある S-メフェニトインは肝障害報告が少ないことから (Zimmerman, 1999)、薬理作用による肝障
害への影響を検討する目的として、メフェニトインにおいても反復投与の検討を行った。BSO、
メフェニトインの溶解方法ならびに投与方法は、DPH誘導性肝障害モデルマウスと同様に行っ
た。DPH反復投与開始 4日目までは、DPH投与から 0ならびに 6時間後に尾静脈から採血し
た。DPH反復投与 5日目 (DPH最終投与時) では、DPH投与から 0, 6, 24ならびに 48時間
後に尾静脈から採血した。DPH最終投与から 72時間後に、エーテル麻酔下、後部腹大静脈
脈から採血し、その後肝臓を摘出した。血漿を分離し、ALT、ASTならびに総ビリルビン 
(T.Bil) 値を Dri-Chem 4000を用いて測定した残った肝臓サンプルは-80℃で凍結保存した。 
DPHによる GSH含量低下におよぼす CYP活性阻害の影響の検討においては、DPH誘導
性肝障害モデルマウス作製プロトコールに加え、ABT 100 mg/kgをDPH最終投与 1時間前に
腹腔内投与した。ABTは生理食塩水に溶解させ、投与量は Shimizuら (2009) の報告に準拠
した。ABTの対照群としては、生理食塩水を処置した群を置いた。また、各種阻害剤 (ABTお
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ル抗体をリン酸緩衝液 (PBS) に溶解させ、200 µL/mouseで静脈内投与した。抗体投与のタイ
ミングは血漿中 HMGB1 タンパク濃度の結果をもとに設定した。コントロール群は、IgY抗体を
同様に 200 µL/mouseで静脈内投与した。TLR4阻害剤処置の検討では、DPH最終投与と同
時に、エリトラン 50 µg/mouseを静脈内投与した。エリトランは生理食塩水に溶解させ (200 
µL/mouse)、投与量は既報 (Higuchi et al., 2012)に従って設定し、投与のタイミングは自然免
疫因子の mRNA発現量解析の結果をもとに設定した。IL-17中和抗体併用投与の検討では、
DPH最終投与から 3時間後にラット抗マウス IL-17抗体を 100 mg/mouseで静脈内投与した。
中和抗体は PBSに溶解させ (200 µL/mouse)、対照群として、ラット IgG2a抗体を同様の方法
で投与した群を置いた。PGE1併用処置の検討では、生理食塩水に溶解させた PGE1 (500 
µL/mouse)を DPH最終投与から 3時間後に 50 mg/mouseで腹腔内投与した。抗 HMGB1抗




II-2-3 肝臓中 GSHおよび GSSG含量測定 
Tietze (1969) の方法を一部改変して、以下のように GSHおよび GSSG含量を測定した。マ
ウス肝臓約 100 mgに対して 5%スルホサリチル酸 1 mLを加え、ガラスホモジナイザーを用いて
氷上でホモジナイズし、8,000 g、4°Cで 10分間遠心分離し、上清を得た。96 ウェルプレートの
各ウェルに0.3 mM β-ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 (NADPH) 溶液を140 µLお
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よび 4.8 mM 5,5-ジチオビス 2-ニトロ安息香酸 (DTNB) 溶液を 25 µL加え、5分間室温で反
応させ、上記操作で得られた肝ホモジネート上清を精製水で適宜希釈後 20 µLずつ添加した。
なお、GSSG測定の際には、肝ホモジネート 100 µLに対してを 2-ビニルピリジンを 2 µL加え室
温で 1時間処置後、上記の作業に供した。グルタチオン還元酵素溶液 (4 Units/mL) を 25 µL




肝臓中カルボニル化タンパク質含量の測定は、Protein Carbonyl ELISA kit (Enzo 
LifeScience) のプロトコールに従い、以下の方法で実施した。採取したマウス肝組織 10 mgに
対して 3倍量の氷冷したホモジナイズ用緩衝液 (0.1 M トリスヒドロキシアミノメタン (Tris)-HCl, 
0.1 M 塩化カリウム、1 mM エチレンジアミン四酢酸 (EDTA), pH 7.4) を加え、テフロンホモジ
ナイザーによりホモジナイズした。タンパク質濃度は Protein Assay kit (Bio-Rad) を用い測定し
た。肝ホモジネート (4 mg/mL) 50 µLに対して、2,4-ジニトロフェニルヒドラジン (DNP) 溶液を
200 µL加え室温で 45分間放置した。その後、200倍容の enzyme immunoassay buffer中に移
すことで反応を停止させ、このうち 200 µLを酵素免疫測定法 (ELISA) 用 96ウェルプレートに
移し、4°Cで 12時間静置した。キットに付属されているリン酸緩衝液 (PBS) wash bufferで 5
回洗浄後、水分を除き、blocking solutionを 1ウェルあたり 250 µL加え、室温で 30分間静置し
た。PBS wash bufferで 5回洗浄後、水分を除き、抗-DNPビオチン標識抗体を 1 ウェルあたり
200 µL加え、37°Cで 1時間静置した。その後、PBS wash bufferで 5回洗浄後水分を除き、ス
トレプトアビジン結合西洋わさびペルオキシダーゼ (HRP) を 1ウェルあたり 200 µL加え、室温
で 1時間静置した。PBS wash bufferで 5回洗浄後、水分を除き、chromatin reagentを 1ウェル
あたり 200 µL加え、室温で 20分間静置した。Stopping reagentを 1ウェルあたり 100 µL加え、
反応を停止させた後、450 nmの吸光度を Biotrak II plate readerを用いて測定した。 
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II-2-5 血漿中 HMGB1、IL-1βおよび IL-17 タンパク質濃度測定 
血漿中 HMGB1 タンパク質濃度は HMGB1 ELISA Kitを用い、添付のマニュアルに従って
測定した。血漿中 IL-1βおよび IL-17 タンパク質濃度は Ready-SET-GO! Mouse IL-1βおよび
IL-17をそれぞれ用い、添付のマニュアルに従って測定した。いずれも、吸光度が検量線にお
ける最低濃度の標準タンパク質溶液を下回った場合は、not detected (ND) とした。 
 
II-2-6 総 RNA抽出および逆転写反応 
肝臓からRNAisoを用い添付のマニュアルに従って総RNAを抽出した。260 nmにおける吸
光度をNano Drop (Nano Drop Technologies) を用いて定量した。作成した総RNAを用いて逆
転写反応を行った。総 RNA 4 µgに対して 150 ng/mLのランダムヘキサマー1 µLを加え、ジエ
チルピロカーボネート (DEPC) 処理精製水を加えて全量が 23 µL となるように調製し、サーマ
ルサイクラー (タカラ) を用いて 70で 10分間反応させ、氷冷した後に 5 × 逆転写用緩衝液 8 
µL、2.5 M dNTPs 8 µL、ReverTra Ace (100 unit/µL) 1 µLを加え、逆転写反応は、30°Cで 60
分の後 90°Cで 10分間行い cDNA試料とした。 
 
II-2-7 リアルタイム PCRによる mRNA発現変動解析 
Mx3000Pを用いて RT-PCR反応を行った。使用したプライマーを Table 1に示す。cDNA試
料 1 µL、10 uM フォワードプライマー (FP) およびリバースプライマー (RP) をそれぞれ 0.8 
µL、SYBR Premix EX Taq buffer 10 µL、ROX 0.25 µLに、滅菌精製水を加え全量を 20 µL と
した。PCRは以下の反応条件にて行った。FasL, Foxp3, Gapdh, IL-1β, IL-6, IL-23p19, NALP3, 
RAGE, S100A8, S100A9, TLR2, TLR4および TLR9では熱変性反応を 95°C、30秒間の後、
解離反応を 94°C、4 秒間、アニーリングと伸長反応を同時に 64°C、20 秒間を 1 サイクルとし、
40サイクル反応を行った。T-betでは熱変性反応を 95°C、60秒間の後、解離反応を 95°C、15
秒間、アニーリングと伸長反応を同時に 68°C、20 秒間を 1 サイクルとし 40 サイクル行った。
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MIP-2、MCP-1 と GATA3 では熱変性反応を 95°C、60 秒間の後、解離反応を 94°C、4 秒間 
(GATA3は 15秒間)、アニーリングは 62°C、15秒間、伸長反応を 72°C、30秒間を 1サイクル
とし、40サイクル行った。ROR-γtでは熱変性反応を 95°C、60秒間の後、解離反応を 95°C、15
秒間、アニーリングを 68°C、15秒間、伸長反応を 72°C、30秒間を 1サイクルとし、40サイクル
行った。PCR 反応後、融解曲線解析と、電気泳動を行い PCR 産物が単一物であることを確認
した。 
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Table 1  
Sequence of primers used for real-time RT-PCR analyses. 
 









































































AGA AGG AAC TGG CAG AAC TC 
GCG GTT CCA TAT GTG TCT TC 
CTA GCA GTC CAC TTC ACC AAG 
GCT GCT GAG ATG TGA CTG TC 
AAA TGG GGT GAG GCC GGT 
ATT GCT GAC AAT CTT GAG TGA 
GGA GGA CTT CCC CAA GAG CA 
CAT GCT GGA AGG GTG GTG A 
GTT GAC GGA CCC CAA AAG AT 
CAC ACA CCA GCA GGT TAT CA 
CCA TAG CTA CCT GGA GTA CA 
GGA AAT TGG GGT AGG AAG GA 
CCA GTG TGA AGA TGG TTG TG 
CTA GTA GGG AGG TGT GAA GT 
AAG TTT GCC TTG ACC CTG AAG 
ATC AGG TAC GAT CCA GGC TTC 
TGT CAT GCT TCT GGG CTT G 
CCT CTC TCT TGA GCT TGG TG 
GTT GAC GGA CCC CAA AAG AT 
CAC ACA CCA GCA GGT TAT CA 
GTG CTG GTT CTT GCT CTA TG 
ATC GAC AAT TCC AGT GGC TG 
ACC TCC ACT GCC AGC TGT GTG CTG TC 
TCA TTT CTG CAC TTC TGC ATG TAG ACT GTC CC 
GAG TGT CCT CAG TTT GTG CAG 
TAG ACA TAT CCA GGG ACCCAG 
GAT GGC CAA CAA AGC ACC TT 
CCT CAA AGC TCA GCT GAT TG 
TGC CCG AAC TAC AGT CAG GAA C 
AGT GAC CTC GCC TGG TGA AAT G 
GAA AAG ATG TCG TTC AAG GAG 
TTG CTG AAG AGG ACT GTT ATG 
TTC TTC TCC TGC CTG ACA CC 
CCA TGC CAT GCC TTG TCT TC 
ATT CTC TGC CGC CCA GTT TGT C 
ACG GTT GGA GAT CAA GGA GAG G 
FP: Forward primer, RP: Reverse primer. 
 
II-2-8 病理組織学解析 





4 µmに薄切された肝臓組織切片を0.1% (w/v) のトリプシン液で37°C、10分間前処置した後、
3% H2O2で室温、15分間処理した。さらに、ウサギ抗MPOポリクローナル抗体と 37°C、30分
間反応後、Envision+ for mouse (DAKO) を用いて室温で 40分間反応させた。発色はH2O2存





群間における比較には分散分析 (ANOVA) およびTukey検定を用い、P < 0.05のとき統計学
的に有意と判断した。 
 
第 3節 実験結果 
 
II-3-1 DPH単回投与 24時間後の血漿中 ALTならびに AST値の測定 





II-3-2 DPH 5日間反復投与時の血漿中 ALT値の経時的変化および病理学的変化 
DPH/BSO投与群において、血漿中 ALT値は DPH 4日間反復投与後から軽微な上昇 (約
147 ± 9.8 U/l) が認められ、DPH 5日間反復投与 24時間後において、溶媒投与群と比較し
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て有意な (P < 0.01) 上昇 (718 ± 122 U/l) が認められた (Fig. 4B)。血漿中 ALT値は、
DPH 5日間反復投与 48時間後に最大値に達した。72時間後には回復傾向が認められ、溶媒
投与群と比較して有意な差は認められなかった。なお、DPH/BSO投与群におけるDPH 5日間
反復投与 24、48ならびに 72時間後における致死率はそれぞれ約 25%、50%および 70%であ
った。DPH単独投与群においては、DPH/BSO投与群と同様の ALT値の推移を示したが、そ
の上昇幅は DPH/BSO投与群よりも小さかった (182 ± 27 U/l)。溶媒対照群においては、顕
著な ALT値の変動は認められなかった。 
DPH最終投与 24時間後の血漿中 ALT, ASTおよび T.Bil値を Fig. 4Bに示す。いずれの
パラメーターにおいても、DPH/BSO投与群はBSO単独投与群と比較して有意な高値を示した。




作成検討を行ったが、溶媒投与群と比較してALT値は有意な高値を示さなかった (Fig. 4D)。 
DPH誘導性肝障害発症における薬理学的影響を検討するため、DPHの同効薬で構造類
似体であり、肝障害報告の少ない S-メフェニトインを投与した結果を Fig. 4Eに示す。S-メフェニ






Fig. 4. Time-dependent changes in plasma ALT and AST levels in DPH-induced liver injury. 
(A) In a single administration experiment, mice were given an oral dose of DPH at 200 or 100 
mg/kg and an intraperitoneal injection of 100 or 50 mg/kg. BSO (700 mg/kg) was intraperitoneally 
injected 1 h prior to the DPH treatment, and blood was collected 24 h after DPH administration. 
Values represent the mean ± SEM of four animals. (B) Female C57BL/6 mice were 
intraperitoneally given DPH at 50 mg/kg for 2 days, and afterwards on days 3-5, DPH was orally 
given at 100 mg/kg. BSO (700 mg/kg) was intraperitoneally injected 1 h prior to each DPH 
administration. Each vehicle was used as a control. At 0 and 6 h after DPH administration on days 
1-4 and at 0, 3, 6, 24, 48, and 72 h after the final DPH treatment, blood was collected to measure 
plasma ALT levels. The days 6, 7, and 8 correspond to 24, 48, and 72 h after the final DPH 
treatment. In the second panels the plasma ALT, AST and T-Bil levels were measured 24 h after 
the final DPH treatment. Values represent the mean ± SEM of four to six animals. (C) Liver tissue 
sections from 24 h after the final DPH treatment were stained with H&E. (D) Female Balb/c mice 
were treated with DPH and BSO described in (B). (E) As the negative control, mice were given 
mephenytoin and BSO on the same dosing regimen as in (B). At 24 h before (-24) and 0, 6, and 24 h 
after the final mephenytoin treatment, blood was collected to measure plasma ALT levels (E). 
Values represent the mean ± SEM of four animals. Values represent the mean ± SEM of four to five 
specimens. The differences relative to the BSO-treated mice (ALT, AST and T-Bil) were considered 
significant at *p < 0.05, **p < 0.01, and *** p < 0.001. 
 
II-3-3 DPHおよび BSO投与が肝臓中 GSHおよび GSSG含量に及ぼす影響 
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II-3-5 CYP阻害剤併用処置が DPH誘導性肝障害発症に与える影響 
















Fig. 5. Time-dependent changes in hepatic GSH, GSSG, and oxidative stress marker in 
DPH-induced liver injury.  
Mice were intraperitoneally given DPH at 50 mg/kg for 2 days, and afterwards on days 3-5, DPH 
was orally dosed at 100 mg/kg. BSO was intraperitoneally injected 1 h prior to each DPH 
administration. Each vehicle was used as a control. At 0, 1.5, 3, 6, 12, and 24 h after the final DPH 
treatment, the liver was collected to measure the hepatic GSH, GSSG, and GSH+GSSG levels, the 
GSH/GSSG ratio (A), and its level of hepatic protein carbonyls (B). ABT (100 mg/kg), a 
non-specific inhibitor of P450, was intraperitoneally given 1 h prior to the final DPH treatment. 
Each vehicle was used as a control. At 24 h after the final DPH treatment, the liver and plasma 
were collected to measure plasma ALT and AST levels (C), hepatic GSH and GSH+GSSG levels, 
and the GSH/GSSG ratio (D). The data are shown as the mean ± SEM of the results from four mice. 
The differences relative to the control mice were considered significant at *p < 0.05, **p < 0.01, and 
*** p < 0.001, and the differences between ABT-treated and vehicle-treated mice were considered 
significant at †p < 0.05, ††p < 0.01.   
 
II-3-7 肝組織中の自然免疫関連因子の解析 
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IL-1βはカスパーゼ 1により切断され、成熟型 IL-1β として生理的な活性を獲得する。したがっ
て、肝臓中 IL-1β mRNA発現量ではなく、肝臓中あるいは血漿中の IL-1β タンパク質量が産
生の指標となる。DPHおよび DPH/BSO投与群の血漿中 IL-1β タンパク質濃度を測定した 
(Fig. 6C)。DPH/BSO投与群において、DPH最終投与から 3時間後に、肝障害未発症時点の
DPH投与 4日目 (DPH最終投与 24時間前、-24 h) と比較して高値を示した。DPH単独処置




Fig. 6. Time-dependent changes in the hepatic mRNA expression levels of DAMP–related genes, 
NALP3 and IL-1β .  
(A and B) Mice were intraperitoneally given DPH at 50 mg/kg for 2 days, and afterwards on days 
3-5, DPH was orally dosed at 100 mg/kg. BSO was intraperitoneally injected 1 h prior to each DPH 
administration. Each vehicle was used as a control. At 24 h before (-24) and 0, 1.5, 3, 6, 12, and 24 h 
after the final DPH treatment, liver and plasma samples were collected to measure the expression 
of both the hepatic mRNAs of DAMP-related genes NALP3 and IL-1β . The expression levels of 
hepatic mRNAs were normalized to that of Gapdh. The data are shown as the mean ± SEM. The 
results of the time-dependent study are taken from three to five mice, and the other data are taken 
from four to five mice. The differences relative to the control mice were considered significant at *p 









































































































































































DPH最終投与 24時間後の ALT値および AST値は抗体非処置群と比較して有意な低値を
示した (Fig. 7B)。コントロール IgY抗体処置では、抗体非処置群と比較して顕著な ALT値の
変動は認められなかった。 
DPH/BSO処置マウスに TLR4アンタゴニストであるエリトランを併用投与したところ、DPH最









Fig. 7. Time-dependent changes of plasma HMGB1 protein levels, and results of the neutralization 
studies in DPH-induced liver injury.  
(A) Mice were intraperitoneally given DPH at 50 mg/kg for 2 days, and afterwards on days 3-5, 
DPH was orally dosed at 100 mg/kg. BSO was intraperitoneally injected 1 h prior to each DPH 
administration. Each vehicle was used as a control. At 24 h before (-24) and 0, 1.5, 3, 6, 12, and 24 h 
after the final DPH treatment, plasma samples were collected to measure the plasma HMGB1 
protein. (B) The effect of an anti-HMGB1-antibody. Mice were intravenously administered the 
anti-mouse HMGB1-antibody (200 μg anti-HMGB1-antibody in 0.2 ml sterile PBS) 
simultaneously with the final DPH treatment. Blood was collected 24 h after the final DPH 
treatment. (C) The effect of eritoran, a TLR4 antagonist, on DPH-induced liver injury. Mice were 
intravenously given eritoran (50 μg/mouse in 0.2 ml sterile saline) simultaneously with the final 
DPH treatment. Blood was collected 24 h after the final DPH treatment. The data are shown as the 
mean ± SEM. The results of the time-dependent study are taken from three to five mice, and the 
other data are taken from four to five mice. The differences relative to the control mice were 
compared to the -24 h mice were considered significant at §§p < 0.01 in ELISA; and compared to 
isotype IgY or vehicle-treated mice were considered significant at †p < 0.05 and †††p < 0.001 in 
neutralization or antagonist studies, respectively. 
 















































































































群において、DPH最終投与から 12時間後に溶媒対照群と比較して有意な高値を示した (Fig. 
8B)。DPH単独投与群では、DPH最終投与 12-24時間後にかけて高値を示したが、溶媒対照
群と比較して有意差は認められなかった。IL-6はDPH/BSOおよびDPH処置群の両群におい













Fig. 8. Time-dependent changes of hepatic mRNA expression levels of proinflammatory cytokines 
and chemokines in DPH-induced liver injury.  
(A - C) The experimental conditions for DPH treatments and blood and liver collection were the 
same as those in Fig. 6. The data are shown as the mean ± SEM. The results of the time-dependent 
study are taken from three to five mice, and the results from the neutralization study are taken 
from four to five mice. The differences relative to the control mice were considered significant at *p 
< 0.05, **p < 0.01, and *** p < 0.001.  
 
 
II-3-10 血漿中 IL-17タンパク濃度の測定ならびに抗 IL-17抗体処置がDPH誘導性肝障害に
与える影響 



































































































































































さなかった。抗 IL-17抗体を DPH/BSO投与群に処置したところ、DPH最終投与 24時間後の










Fig. 9. A neutralization study of IL-17 and assessment of neutrohil infiltration in DPH-induced 
liver injury.  
(A) The experimental conditions for DPH treatments and blood collection were the same as those in 
Fig. 6. (B) For the neutralization study, mice were intravenously injected with an anti-mouse IL-17 
antibody (100 μg anti-mouse IL-17 antibody in 0.2 ml of sterile PBS) 3 h after the final DPH 
treatment. As a control, the IgG isotype was used. At 24 h after the final DPH treatment, plasma 
was collected to measure its ALT and AST levels. (C) Neutrophil infiltration was assessed by 
immunostaining for MPO. Data indicate the number of MPO-positive cells in mice treated with 
DPH and BSO, DPH alone, or vehicle. The data are shown as the mean ± SEM. The results of the 
time-dependent study are taken from three to five mice, and the results from the neutralization 
study are taken from four to five mice. The differences relative to the control mice were considered 
significant §p < 0.05 in ELISA; and those compared to isotype IgG-treated mice were considered 
significant at †p < 0.05 in neutralization study, and the differences relative to the control mice 
(MPO-stained) were considered significant at **p < 0.01, and *** p < 0.001. 
 
II-3-12 PGE1処置が DPH誘導性肝障害に与える影響 
PGE1は好中球のスーパーオキシド産生を抑制することが知られており (Talpain et al., 1995)、
ハロタン誘導性肝障害モデルマウスおよびカルバマゼピン誘導性肝障害モデルマウスを用い
た検討で肝障害に対する保護作用があることを、当研究室において明らかにしている 
























































































ASTおよび ALT値が溶媒対照群と比較して有意な低値を示すことを明らかにした (Fig. 10A)。
また、DPH最終投与24時間後のMIP-2およびMCP-1 mRNA発現量は溶媒対照群 (CTL) と
同等の低値を示した (Fig. 10B)。PGE1が DPH/BSO投与マウスの肝臓における好中球浸潤に
与える影響を検討するため、PGE1併用処置マウスのDPH最終投与24時間後の肝臓を用いて、
MPO陽性細胞を計測した。その結果、DPH/BSO投与マウスのMPO陽性細胞数は溶媒処置
群と比較しては有意な低値を示した (Fig. 10C)。 
 
Fig. 10. Effects of PGE1 on DPH-induced liver injury.  
The experimental conditions for DPH administration were the same as those in Fig. 4. Mice were 
intraperitoneally injected with PGE1 (50 µg/mouse, dissolved in 0.5 ml sterile saline) 3 h after the 
final DPH treatment. Each vehicle was used as a control. At 24 h after the final DPH treatment, the 
plasma and liver were collected to measure ALT and AST levels (A), hepatic mRNA levels of MIP-2 
and MCP-1 (B) and for immunohistochemistry (C). The expression level of hepatic mRNA was 
normalized to that of Gapdh. Mononuclear cell infiltration was assessed by immunostaining for 
MPO. The number of MPO-positive cells in DPH and BSO-treated or DPH, BSO, and 
PGE1-treated mice is shown in (C). The arrows indicate MPO-positive cells. The data are shown as 
the mean ± SEM of the results from four to five mice. The differences compared to the DPH-, BSO- 
































































































第 4節 考 察 
マウスにおけるDPHの経口LD50は 367 mg/kgであり、予備検討においてDPHを 200 mg/kg
で単独単回経口投与した際、投与後に重篤な振せんならびに昏睡など、薬理作用に起因する
と推察される症状が認められた。しかし、血漿中 ALT値の上昇は認められず肝障害は発症し
なかったと考えられた。また、アレビアチン 医薬品インタビューフォーム (2014) によると、DPH
をラットに 100 mg/kgで 20週間経口投与しても病理組織学的および血液生化学的に肝障害を
疑う所見は検出されていない。そこで、本検討では GSH合成阻害剤である BSO投与ならびに、
DPHの反復投与を組み合わせ、C57BL/6マウスを用いて肝障害モデルの作成を試みた。BSO
は GSH合成経路の律速酵素である γ-GCSの特異的阻害剤であり、in vivoにおいても肝臓中
GSH含量を低下させることが知られている (Griffith and Meister, 1979; 1982)。さらに、BSOは
肝ミクロソーム画分に含まれる CYP、グルクロン酸転移酵素 (UGT) および硫酸転移酵素等
の薬物代謝酵素の発現量に影響を与えないことが報告されている (Drew and Miners, 1984; 
Watanabe et al., 2003)。しかし、BSO処置マウスに DPH 200 mg/kgを単回経口投与しても血漿
中 ALT値の有意な上昇は認められなかったことから (Fig. 4A)、肝臓における GSH含量の低
下のみでは、DPH誘導性肝障害は発症しないことが示された。臨床において DPH誘導性肝
障害は 1-8週間のDPH暴露により発症している (Mullick and Ishak, 1980)。多くの特異体質性
の DILIは、長期の薬剤暴露によって発症することから、薬物の長期暴露による生体内の生理
学的変化等が、DILI発症の引き金として関与していることが推察される。そこで、BSO処置と共
に DPHを 5日間反復投与したところ、DPH 5日間反復投与後に有意な血液生化学パラメータ
ーの上昇ならびに、肝病理組織学的に組織傷害像が認められた (Figs. 4B and 4C)。一方で、
DPH単独 5日間反復投与の検討においては、有意な血液生化学パラメーターの上昇が認め
られたものの、DPH/BSO投与マウスよりも ALT値の上昇程度は低く、病理組織学的にも明瞭




していない。予備検討において、DPHを 5日間 100 mg/kgで反復経口投与を行ったところ、血
漿中 ALT値の顕著な上昇が認められたが (1500-2000 U/l)、ALT値ピーク時に至る DPH最
終投与から 24時間後までの致死率が 75%を超え、肝障害発症機序を解析するモデルとして
望ましくないと考えた。死亡個体は主に DPH投与開始から 2-3日目の比較的初期に認められ
た。DPHは CYP誘導能を有することから (Hagemeyer et al., 2010)、反復投与によって薬理作
用が減弱されることが考えられる。反復投与初期に投与量を多くすると CYP誘導が惹起される
前に薬理作用が強く表れ、過剰な鎮静作用により死に至ると推察した。そこで、5日間の反復
投与のうち、1-2日目は投与量を 50 mg/kgに減量させ DPHの薬理作用の緩和を期待した。ま
た、既報から、腹腔内投与では経口投与よりも血漿中DPH濃度が低値であることが示されてい
ることから (Lolin et al., 1994; Burstein et al., 1999)、強力な薬理作用を避け、かつ持続的な
DPH暴露を可能にすることを期待し、薬理作用の認められやすい 1-2日目は腹腔内投与とし
た。その結果、ALT値の上昇は約 700 U/l程度と高値が認められたまま、致死率は約 25%にま
で減少した。 
肝臓中 GSHは反応性代謝物の解毒に重要な役割を担っている。APAPの反応性代謝物で
ある N-アセチル p-ベンゾキノンイミン (NAPQI) や、抗血小板凝集薬であるチクロピジンの反
応性代謝物である S-オキシド体等の親電子性の反応性代謝物は、アミノ酸のシステイン残基を








発症の感度を高めることが報告されている (Nishiya et al., 2008; Shimizu et al., 2009;2011; 
Kobayashi et al., 2012)。ヒトにおいては飲酒 (Lauterburg and Veltez, 1988)、加齢 (Hernanz et 
al., 2000) や肝炎ウィルス (Staal et al., 1992) 等によって GSH含量が低下することが知られて
いる他、GSH合成における律速酵素である γ-GCSの酵素活性変動を伴う遺伝子多型も報告さ




BSO処置による肝障害増悪が認められた (Figs. 4A and 4B)。これらの結果から、DPH連投に
よる代謝プロファイル変化など、GSH枯渇以外の因子の肝障害発症への寄与について検討す
る必要があると思われた。 
マウスの系統によってDILIに対する感受性が異なることが報告されている (Masubuchi et al., 
2009; Welch et al., 2006; You et al., 2006)。本研究において、Balb/cマウスを用いて BSO処置
とDPH 5日間反復投与を行ってもALT値の有意な上昇は認められなかった (Fig. 4D)。Balb/c
マウスはハロタン、ジクロフェナク、カルバマゼピンおよびアザチオプリン誘導性肝障害モデル
として、当研究室において用いてきた系統である (Kobayashi et al., 2009; Yano et al., 2012; 
Higuchi et al., 2012; Matsuo et al., 2014)。一方で、C57BL/6マウスはAPAP誘導性肝障害のモ
デル作成に用いる系統として頻用されている。特に、ハロタン誘導性肝障害マウスモデルにお
いては、高い感受性を示す Balb/c と肝障害耐性を示す C57BL/6 とでは、ハロタンの反応性代
謝物であるトリフルオロ酢酸のタンパク共有結合量に差はないものの、免疫ならびに炎症関連
因子において両系統における顕著な差が認められていることを当研究室において明らかにし
ている。 (Kobayashi et al., 2009)。また、APAP誘導性肝障害においても免疫応答が肝障害の






えられた。DPH単独投与においても GSHのみならず総グルタチオン (GSH + GSSG) 含量に
おいても認められたため (Fig. 5A)、GSH含量の低下は酸化ストレスによる GSH/GSSG比の変
動によるものではなく、親電子性反応性代謝物によるGSH付加体形成によるGSHの消費を反
映しているものと推察された。BSOは、DPH単独投与によるGSH含量低下のピーク時間とほぼ




を生じた Fig. 4Aの結果からも支持される (Fig. 4B)。 
DPHは肝臓においてCYPによる代謝的活性化を受けることが報告されている (Munns et al., 
1997; Cuttleet al., 2000; Roy and Snodgrass, 1988;1990)。そこでDPH誘導性肝障害マウスモデ
ルに、CYP阻害剤であるABTを併用処置した結果、DPH/BSOならびにDPH単独投与による
ALT値の上昇は有意に抑えられた (Fig. 5C)。また、肝臓中の GSH含量が DPH投与により有
意に減少することが示されたが、この現象が CYPにより代謝的活性化を受けた親電子性反応
性代謝物に起因するものと推察し、CYP阻害剤 ABTが DPHによる肝臓中 GSH含量低下に
及ぼす影響を検討した。その結果、ABT併用処置によって、DPHによるGSH枯渇は有意に抑
制された (Fig. 5D)。さらに、CYP阻害剤処置条件下では、肝臓中 GSHを低下させた状態 









(Nrf2) を活性化させ、細胞の対酸化ストレス性を高める (Goldring et al., 2004)。さらに、ROS
や H2O2の消去に関わるスーパーオキシドジスムターゼ (SOD) は DILI発症における酸化スト
レス防御因子として重要であるとされ、ニメスリドおよび APAP等の薬剤が SOD2ヘテロノックア
ウトマウスを用いることで、その肝障害性を感度よく検出できることが報告されている (Fujimoto 
et al., 2009; Ong et al., 2006)。DPH/BSO投与群においてタンパク質の終末酸化体であるカル












され (Bianchi, 2007)、下流の NF-κBによる転写機構を活性化することにより、サイトカイン等の
産生を亢進させる (Schwabe et al., 2006; Kita et al., 2001; Oo and Adams, 2010)。また、RAGE
は終末糖化産物 (AGE) の受容体として発見され、TLRs と共に、肝障害時における自然免疫
 45 
細胞の活性化に関わっている (Zeng et al., 2009)。本研究においては、TLRsのmRNA発現量
の低下が認められたが、そのリガンドとなる S100A8/9 mRNA発現量の上昇が認められたことか






告されている (Schwabe et al., 2006)。HMGB1はAPAP誘導性肝障害をはじめ、多くの肝障害
マウスモデルで肝障害発症における関与が強く示唆されている (Antoine et al., 2009; Higuchi 
et al., 2012)。DPH/BSO投与マウスにおいて、肝障害発症に伴って有意な血漿中HMGB1タン
パク質濃度の上昇が認められ (Fig. 7A)、抗 HMGB1抗体を併用処置することで血漿中 ALT
および AST値の低下が認められた (Fig. 7B) ことから HMGB1が DPH誘導性肝障害発症に
関与していることが示された。HMGB1および S100A8/9などのDAMPsが、TLRsを介して免疫
細胞を活性化させているか検討するため、TLR4のアンタゴニストであるエリトランを併用処置し
たところ、血漿中 ALTおよび AST値共に低下が認められたことから (Fig. 7C)、HMGB1およ
び S100A8/9などの DAMPsが TLR4を介して、免疫細胞を活性化させているものと推察され
た。 
自然免疫応答により IL-6や TNF-αなどの炎症性サイトカインがマクロファージなどから分泌
されるが、IL-1β も炎症性サイトカインとして重要な役割を担っている。Yano ら (2012) は、ジク
ロフェナクによる肝障害マウスモデルにおいて、IL-1βが炎症増悪因子として重要な役割を担
っていることを報告している。また、成熟型 IL-1βの産生を促進する NALP3インフラマソームの








リア障害に起因した NALP3の活性化が惹起されていると考えられた (Figs. 6B and C)。 
DAMPsに分類される S100A8/9 mRNAおよびHMGB1タンパクは、肝障害発症に伴った変
動を示したが、ALT値のピークが 24-48時間であることを考慮すると、両者は肝障害発症の比
較的初期の段階に発現上昇が認められており (Figs. 6A-C and 7A)、これは肝障害発症にお
いて自然免疫応答が発症初期に関与していることを示唆する結果であると言える。TLR4アン
タゴニストである eritoranは敗血症の治療を目的に開発されたリポ多糖 (LPS) の構成成分で
あるリピドA の構造類似化合物である (Mullarkey et al., 2003)。DPHのみならずAPAPなどに
よる肝障害をはじめ、TLR4による自然免疫活性化が示唆されている肝障害において、エリトラ
ンが有効な治療薬となる可能性が示された。 
活性化された自然免疫細胞 (Kupffer細胞など) は IL-6や IL-1βなどの炎症性サイトカイン
を放出し、好中球などの細菌殺傷や、死細胞の排除を行う免疫細胞を組織損傷部に遊走させ
る。それとともに、IL-6や IL-23などのサイトカインは Th細胞の分化促進を行い、獲得免疫反
応の構築を行う (Kita et al., 2001; Oo and Adams, 2010)。Fig. 5に示したように、それぞれのTh
細胞はお互いの分化を抑制し合っており、サイトカインのバランスにより免疫応答の機構が保
たれている。本研究においては、Th17細胞において特異的に高発現を示す RORγtの mRNA
発現の上昇が認められたが (Fig. 8A)、Th1, 2および Tregの分化マーカーである T-bet, 






もに、免疫自己寛容を維持するために重要な役割を担っている (Zhu and Paul, 2008)。Th17
細胞は、IL-17を産生し、自己免疫疾患などに関与することが報告されており、IL-17は、MIP-2
やMCP-1などのケモカインや、IL-23や IL-6などの炎症性サイトカインの産生を誘導すること







行った結果、抗 IL-17抗体により肝障害が緩和されたことから (Fig. 9B)、Th17細胞により産生
される IL-17が、好中球の浸潤を促進させ、肝障害を増悪させていることが推察された。 
 IL-17は好中球の遊走および浸潤に関与するとされているが、IL-1β も IL-17 と類似した好
中球遊走機能を持つとされており (Latz, 2010)、IL-17以外の因子によって好中球の遊走およ
び浸潤が促進されている関与も十分に考えられる。また抗 IL-17抗体併用処置では DPH誘導
性肝障害は緩和されたが (Fig. 9B)、その程度は TLR4アンタゴニストや抗 HMGB1抗体よりも













(Kobayashi et al., 2009; Higuchi et al., 2012)。また、PGE1は本邦において閉塞性血栓血管炎
治療薬として用いられていることから、安全性が担保されており、臨床での使用が想定できる。









第 III章 DPH誘導性肝障害モデルマウスにおける  
チオール抱合体の検出と肝障害発症における CYP代謝の関与  
 
第 1節 緒 言 
 




の誘起や、タンパク質との共有結合を介して細胞毒性を招くとされている (Zhou et al., 2005)。
APAP誘導性肝障害発症機序に関する研究は精力的に行われており、反応性代謝物の産生
から免疫応答に至るまでの機序がいくつか示されている (Adams et al., 2010, Fig. 11)。 DPH
誘導性肝障害発症を理解するにあたっても、代謝的活性化を考慮する必要がある。DPHは自
身の主要薬物代謝酵素である CYP2Cおよび CYP3Aを誘導することが知られており 






Fig. 11. Mechanisms of APAP-induced liver injury.  
This figure was created by modification of a report by Adams et al (2010).  
 
DPHの代謝経路は、ラットおよびヒト肝ミクロソーム画分を用いた in vitro研究で詳細に検討
されている (Komatsu et al., 2000; Yamazaki et al., 2001)。ヒトおよびラットにおけるDPHの代謝
経路は明らかにされており (Fig. 2)、主要代謝物である 4’-HPPHは、ヒトでは CYP2C9、ラット
では CYP2C11によって生成される。4’-HPPHは CYP2C9および CYP3A4によりさらに酸化さ
れカテコール体となる。カテコール体は、自然酸化されて反応性に富んだ o-キノン体へと変換
され、タンパク質と共有結合を形成することが報告されている (Munns et al., 1997)。また、
4’-HPPH生成過程において、不安定なキノン体およびアレンオキシドが生成する (Roy and 
Snodgrass, 1988; 1990)。アレンオキシドはエポキシドヒドロラーゼによって触媒される H2O との
反応を介し、キノン環が開裂し、安定なジヒドロジオール体へと変換される。DPH代謝物による
タンパク質との共有結合についても詳細に検討されており、CYP代謝依存的なタンパク共有結
合体の生成が認められている (Munns et al., 1997; Leeder et al., 1992; Cuttle et al., 2000)。そ
のタンパク質のターゲットとして CYP2C9 と CYP3A4が挙げられており、DPHによる発疹、発熱


















などの求核性物質存在下で、強く抑制されることが報告されている (Munns et al., 1997; Roy 
and Snodgrass, 1988;1990)。さらに、第 II章で明らかにしたように、DPH反復投与に加え、BSO




指標となっており、ダンシル蛍光標識 GSHを用いた in vitro トラッピングアッセイなどが確立さ
れている (Gan et al., 2005)。これまでにDPHのGSH抱合体の存在を示唆する報告がいくつか
ある。例えば、グルタチオン枯渇剤であるジエチルマレイミド (DEM) 処置をしたラットに DPH
を投与すると、DEM非処置群と比較して、肝臓におけるタンパクとの共有結合体形成が多いこ
と (Roy and Snodgrasss, 1988)、ヒト肝ミクロソームを酵素源とした際の CYP代謝依存的な DPH
とタンパクとの共有結合体形成が、GSH またはシステインの添加によって低下することが報告さ
れている (Munns et al., 1997)。したがって、肝障害発症に関与する反応性代謝物は GSH抱









あるいは CYP3Aなどの CYP誘導剤前処置により、APAPによる肝障害が増強する 
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(Kostrubsky et al., 1997; Sinclair et al., 1998)。APAPから反応性代謝物である NAPQIへの代
謝が亢進したためと考えられており、CYPが誘導された動物を用いることは肝障害の高感度な
検出や特異体質性 DILIの検出など、毒性試験への応用に繋がることが考えられる。そこで、
DPH反復投与による CYPへの影響ならびに CYP誘導または阻害による DPH誘導性肝障害
への影響も併せて検討した。 
 




コナゾールは LKT Laboratories (St. Paul, MN, USA) より購入した。グルコース 6 リン酸 (G6P)、
グルコース 6 リン酸脱水素酵素 (G6PDH) およびβ-ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン
酸 (NADP+) はオリエンタル酵母 (東京) より購入した。ヤギ抗マウス Cyp3aモノクローナル抗
体 (sc-30621) はサンタクルーズ (Santa Cruz, CA)より、ウサギ抗ラット CYP2C13ポリクローナ
ル抗体 (マウス Cyp2cに交差反応を示す) は積水メディカル (茨城) より購入した。ポリフッ化
ビニリデン (PVDF) 膜 イモビロン-Pは日本ミリポア (東京) より購入した。メタノールおよびア










性を評価するために DPH投与前 （Day 0）、および DPH投与後 Day1, 2および 4において、
II-2-4に準じて肝臓を採取し、使用に供するまで、-80°Cにて保管した。 
KTZ併用処置の検討では、DPH最終投与 1時間前に、コーン油に溶解したKTZ 50 mg/kg 
(10 mL/kg) で腹腔内投与した。KTZの投与量は既報 (Soo et al., 2010) に準拠した。DPH最
終投与から 24時間後に II-2-4の方法に従って採血および剖検を行い、血漿 ALT値と肝臓中
GSH含量を測定した。また、DPHおよび KTZを腹腔内投与した 1時間後に肝臓を採取し、
Cyp酵素活性の評価に供した。PBによる CYP誘導の検討では生理食塩水に溶解した PB 80 
mg/kg (10 mL/kg) を 4日間腹腔内投与した後、生理食塩水に溶解した BSO 700 mg/kg (10 
mL/kg ) を腹腔内投与した。BSO投与から 1時間後にコーン油に溶解した DPHを 100 mg/kg 





III-2-3 DPH誘導性肝障害モデルマウスの胆汁中 GSH抱合体および血漿中 Cysまたは NAC
抱合体の分析 
III-2-2で採取した胆汁をプールし、そのうちの 20 µLに等量のアセトニトリルを加え、13,000 
gで 3分間遠心し、上清を分析に用いた。また、DPH誘導性肝障害モデルマウスの血漿 20 µL
に 40 µLのアセトニトリルを加え、13,000 gで 3分間遠心分離し、上清を分析に用いた。液体ク
ロマトグラフ-タンデム型質量分析計 (LC-MS/MS) には、HP1200高速液体クロマトグラフィー
システム (HPLC, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) および飛行時間型質量分析
計を装備した Q-TOF Ultima (Micromass, Manchester, UK) を用いた。カラムには、Sun Shell 
2.6 µm, 150 mm × 2.1 mm I.D. クロマニックテクノロジーズ (大阪) を使用した。移動相は、10 
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mM ギ酸アンモニウム中のアセトニトリル濃度勾配 (95-65% 15分、65-5% 2分、5-95% 1分お
よび 95% 7.9分) で、流速は 0.2 mL/min とした。エレクトロスプレーイオン化は 120°Cで、陽イ
オンモードで2.8 kV、陰イオンモードでは3.2 kVで行った。コリジョンガスにはアルゴンを用い、
コリジョンエネルギーは 5 eV、コーン電圧は 35 V 、脱溶媒温度は 250°C とした。コーンガスお
よび脱溶媒ガスには窒素を用い、流速はそれぞれ 800 l/hおよび 100 l/h とした。Q-TOFMSか





III-2-4 血漿中 DPHならびに代謝物濃度測定 
DPH誘導性肝障害モデルマウスの血漿 5 µlに 20 µlのアセトニトリルと 20 ulの内標準溶液 
(10 nMベラパミル) を加え、混合した後、13,000 gで 3分間遠心分離し、上清を分析に用いた。
液体クロマトグラフ-タンデム型質量分析計 (LC-MS/MS) には、Acquity UPLCシステム 
(Waters) およびトリプル四重極型MS/MS を装備したWaters XevoTQ (Waters) を用いた。カ
ラムには、Acquity UPLC BEH C18カラム (1.7 mm, 30 mm × 1.1 mm, I.D., Waters) を使用し
た。移動相は、DPH, 4’-HPPH, Cys-DPHおよびNAC-DPHの定量には、10 mM ギ酸アンモニ
ウム/アセトニトリル濃度勾配 (98% 0.5分、80% 1.1分、65% 0.4分、2% 0.5分および 98% 0.5
分) とし、流速は 0.5 mL/min とした。DPHのジヒドロジオール体、DPH-Gluおよび 4’-HPPH 
O-Gluの定量には、上述の移動相でのギ酸アンモニウムの代わりにギ酸を用い、アセトニトリル
勾配および流速は上述と同様とした。それぞれの代謝物は多重反応モニタリング (MRM) で
検出した。検出したそれぞれの化合物の m/zを Table 2に示す。Xevo TQ MSの分析条件は、
キャピラリー電圧 0.5 kV, ソース温度 150°C、脱溶媒温度 600°C とし、コーンガスおよび脱溶媒
ガスには窒素を用い、流速はそれぞれ 100 l/hおよび 1200 l/h とした。コリジョンガスにはアルゴ
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MS/MS conditions for the Xevo TQ MS instrument. 

















253.04 > 182.00 
269.03 > 198.10 
427.11 > 251.10 
443.11 > 267.10 
285.09 > 242.10 
370.10 > 283.10 
412.10 > 283.10 

























Abbreviations: CE, collision energy; CV, cone voltage; Cys-, cysteine-conjugated; DPH, phenytoin; ES, 




肝ミクロソーム画分は Emoto ら (2000) の方法に従って調製した。肝ミクロソーム画分タンパ
ク質濃度は、ヒトγ-グロブリンを標準物質としてブラッドフォード法 (Bradford, 1976) により測定
した。肝ミクロソームにおけるミダゾラム (MDZ) およびトルブタミド (TOL) 水酸化酵素活性は





ロッティングを行った。Cyp2cおよび Cyp3a解析には、それぞれ 1 µg または 4 µgの肝ミクロソ
ーム画分を 7.5%の SDS-ポリアクリルアミドゲルに添着し、電気泳動した。泳動後、タンパク質を
ゲルから Immobilon P PVDF膜に転写した。膜を Odyssey blocking buffer (Li-COR 
Biosciences, Lincoln, NE, USA) でブロッキング後、一次抗体 (ウサギ抗 Cyp2cポリクローナル
抗体あるいはヤギ抗 Cyp3aモノクローナル抗体) で処理した後、蛍光標識体結合二次抗体 
(IRDye 680 ロバ抗ヤギ IgG抗体または, IRDye 680ヤギ抗ウサギ IgG抗体 Li-COR 






第 3節 実験結果 
 
III-3-1 DPH誘導性肝障害モデルマウスの胆汁中のチオール抱合体の検出および構造推定 
DPH誘導性肝障害モデルマウス (DPH単独投与マウス) のDPH最終投与 3-6時間後の胆
汁を用いて、LC-MS/MSでチオール抱合体の検出を試みた。129 uのニュートラルロススキャン
によりGSH抱合体を探索したところ、溶出時間9.87分に主要なピークが認められた (Fig. 12A)。
このピークのMSを Fig. 13Aに示すが、DPHにグルタチオンが付加した [M-H]-に相当する








DPH誘導性肝障害モデルマウス (DPH/BSO投与マウス) のDPH最終投与 24時間後の血
漿を用いて、同様に GSHに特徴的なピログルタミン酸の開裂に由来する 129 uのニュートラル
ロススキャン (Baillie and Davis, 1993) を行ったが、ピークは認められなかった (data not 
shown)。GSH抱合体代謝物は、一般に肝臓および腎臓に発現するγ-グルタミルトランスペプチ
ダーゼにより、GSHに含まれるグルタミン酸とグリシンが取り除かれ、速やかにシステイン抱合
体へと変換されるため (Meister and Anderson, 1983)、血漿中では GSH抱合体の存在量は少
ないものと推察された。また、システイン抱合体は最終的に N-アセチルトランスフェラーゼによ
って NAC抱合体へと変換される。そこで、DPHの m/z 251に Cys (121 u) または NAC (163 u) 
分の分子量が付加されたm/z 370および413のイオンを selected reaction monitoring (SRM) で
探索したところ、それぞれ、9.7分と 10.7分にピークが認められた (Figs. 12B and 12C)。Cys抱
合体と推定される m/z 370のイオンのMS/MSスキャンでは、システインの C-S結合の開裂に由
来する m/z 283のシグナルが認められ、また、ベンゼン環に Cysに含まれる S元素が結合して
いることを示すm/z 109のシグナルが検出された (Fig. 13B)。NAC抱合体と推定されるm/z 413
のイオンのMS/MSスキャンでは、NACの C-S結合の開裂に由来するm/z 283のシグナルおよ
びベンゼン環に NACが付加していることを示す m/z 240のシグナル、ベンゼン環に NAC由来
の S元素が付加されたことを示す m/z 109のシグナルが検出された (Fig. 13C)。これらの結果
は、分析した 3個体の血漿ですべて同じであった。これらのチオール抱合体は、アレンオキシド
体が GSH抱合を受け、最終的に NAC抱合体へと代謝されることを示していると考えられた。
以上の結果から、DPH誘導性肝障害モデルマウスの血漿中に DPHの Cysおよび NAC抱合




Fig. 12. LC-MS/MS analysis of GS-DPH adducts in bile (A), and Cys-DPH (B) and NAC-DPH 
adducts (C) in plasma of the DPH-induced liver injury mice.  
MS spectrum of GS-DPH, Cys-DPH and NAC-DPH at 9.87 min, 9.70 min and 10.76 min of the 

























Fig. 13. LC-MS/MS analysis of GS-DPH in bile, and Cys-DPH and NAC-DPH adducts in plasma of 
the DPH-induced liver injury mice.  
Mice were intraperitoneally injected DPH at a dose of 50 mg/kg for 2 days and then orally 
administered at a dose of 3 days. The plasma was collected at 24 h after the final DPH 
administration. The bile was collected at 3 to 6 h after the final DPH administration. The bile 
pooled of 4 mice was used for the LC-MS/MS analysis. MS spectrum of the parent M- ion m/z 556, 
m/z 413 and m/z 370 were observed at 9.8, 10.7 and 9.7 min of the elution time, respectively. 


































































































Fig. 14. Proposed metabolic pathways of DPH in mice with DPH-induced liver injury. 
 
III-3-3 DPH とその代謝物の血漿中濃度推移 
Day 3および Day 5における DPHおよびその代謝物の血中濃度推移を Fig. 15に示す。
DPHの血漿中濃度推移はDay 3およびDay 5ともに非常に緩やかであり、DPH投与後 3-6時
間にかけて上昇が認められ、その後、緩やかな低下が認められた。Day 5において、DPH投与
0時間の血漿中濃度を除き、Day 3 と比較して有意な低値を示した。主要代謝物である
4’-HPPHはDay 3およびDay 5 ともにほぼ同じ推移を示したが、DPH投与から 24時間後にお
いて Day 5の血漿中濃度が Day 3 と比較して高い濃度を示した。ジヒドロジオールは、Day 3よ





























































ジヒドロジオールと同様に、Day 3 と比較して Day 5で有意に高い血漿中濃度を示した。
NAC-DPHおよび Cys-DPHは、Day 3で検出限界以下であったが、Day 5で時間依存的な血
漿中濃度の上昇が認められた。以上より、肝障害非未発症時の Day 3 と比較して肝障害発症




Fig. 15. Changes in the plasma concentration of DPH and its metabolites in DPH-induced liver 
injury mice.  
Mice were intraperitoneally injected DPH at a dose of 50 mg/kg for 2 days and then orally 
administered at a dose of 3 days. BSO was intraperitoneally injected at a dose of 700 mg/kg at 1 h 
prior to the each of DPH administration. At 0, 1.5 3, 6, 12, and 24 h after the 2 days intraperitoneal 
DPH administration (indicated as day 3) and after the final DPH administration (indicated as day 
5), the blood was collected for assessment of DPH and its metabolites in plasma. The data are 
shown as the means ± SEM of the results from 6 to 12 mice. Differences compared with mice on the 
day 3 in each time points were considered significant at **P < 0.01 and ***P < 0.001. 
 
III-3-4 ABT併用処置による血漿中 ALT値推移の変化および肝臓中 GSH含量の変化 
ABT併用処置時および非併用処置時の DPH/BSO投与マウスの、DPH最終投与後の血漿



































































































































Time after the DPH administration
Time after the DPH administration
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を示した。従って、ABT 併用処置により DPH 誘導性肝障害が緩和されることが示された。また、




III-3-5 ABT併用処置による DPHの代謝プロファイルの変化 
ABT処置ならびに非処置群におけるDPH最終投与後の血漿中DPHおよび代謝物の血漿













Fig. 16. Effects of ABT treatment on DPH-induced liver injury in mice.  
Mice were intraperitoneally given DPH at a dose of 50 mg/kg for 2 days followed by oral 
administration of 100 mg/kg DPH on days 3 through 5. BSO (700 mg/kg) was intraperitoneally 
injected 1 h prior to each DPH administration. ABT (100 mg/kg), a non specific inhibitor of P450, 
was intraperitoneally given 1 h prior to the final DPH administration. At 0, 3, 6, 9, 12, and 24 h 
after the final DPH administration, the blood was collected for measure the plasma ALT levels (A) 
and DPH and its metabolites concentrations (C). The livers were collected at 24 h after the final 
DPH administration to measure the hepatic GSH contents (B). The data are shown as the means ± 
SE of the results from 4 to 12 mice. The differences compared with non-ABT-treated mice in each 
time point were considered significant at *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 (A and C), and the 
differences compared with the non-ABT-treated mice were considered significant at **P < 0.01 (B). 
 
III-3-6 DPH誘導性肝障害に対する KTZ併用処置の影響 
DPHの代謝的活性化に Cyp代謝が関与するのか検討するため、Cyp2cおよび Cyp3a阻害
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(Fig. 17A)。 
DPH最終投与から 24時間後の時点における肝臓中GSH含量を Fig. 17Bに示す。BSO単






























Fig. 17. Effects of ketoconazole on DPH-induced liver injury in mice.  
Mice were intraperitoneally injected DPH at a dose of 50 mg/kg for 2 days and then orally 
administered at a dose of 2 days. BSO was intraperitoneally injected at a dose of 700 mg/kg at 1 h 
prior to the each of DPH administration. Cyp inhibitor, KTZ (50 mg/kg in corn oil) was 
intraperitoneally injected 1 h prior to the final DPH administration. At 24 h after the final DPH 
administration, plasma and livers were collected for assessment of plasma ALT levels and hepatic 
GSH contents, respectively (A and B). To assessment for the effects of Cyp inhibitor on hepatic Cyp 
enzyme activities, hepatic microsomes were prepared from Mice immediately before the finale DPH 
administration. Microsomal Cyp2c and 3a activities were assessed by the method described as Fig. 
16. The data are shown as the means ± SEM of the results from 4 to 5 mice. Differences compared 
with the non-inhibitor treated mice or BSO alone treated mice were considered significant at **P < 
















































































































III-3-8 肝ミクロソーム画分における Cyp2cおよび Cyp3a タンパク質発現量および酵素活性の
測定 
DPH反復投与により、Cyp2cおよび Cyp3aの誘導が誘起されているか検討するため、
DPH/BSO投与マウスのDay 0, 1, 2および 4における肝ミクロソーム画分に発現する CYP分子
種のウエスタンブロッティングを行った (Fig. 18A)。DPH投与日数に比例して、Cyp2cおよび
Cyp3a タンパク質発現量は、Day 0 (DPH未処置時点) と比較してそれぞれ約 3倍または 4.5
倍の有意な高値を示した。したがって、DPH反復投与により Cyp2cおよび Cyp3aタンパク質発
現が誘導されることが示された。 
TOL水酸化酵素活性は、Day 1, 2および 4において、Day 0 (DPH未処置時点) と比較して
有意な高値を示した（Fig. 18B）。一方、Cyp2cおよび Cyp3aにより触媒されるMDZ 1’位水酸
化酵素活性は DPH投与により Day 1, 2および 4のいずれの時点においても、Day 0 と比較し
て低値を示し、Day 2および 4は有意な低値を示した。Cyp3aによって触媒されるMDZ 4位水







Fig. 18. Effects of DPH administration on Cyp2c and 3a protein expressions and its enzyme 
activities.  
Mice were intraperitoneally injected DPH at a dose of 50 mg/kg for 2 days and then orally 
administered at a dose of 2 days. BSO was intraperitoneally injected at a dose of 700 mg/kg at 1 h 
prior to the each of DPH administration. Hepatic microsomes were prepared 24 h after the 0, 1, 2, 
and 4 times after DPH administration. Microsomal Cyp2c and 3a contents were assessed by 
Western blotting analysis. The quantitative analysis of protein expression was performed using 
densitogram (A). Microsomal Cyp2c activity and 3a activity were evaluated by tolbutamide 
hydroxylation, and midazolam 1’- and 4-hydroxylation using high-performance liquid 
chromatography, respectively (B). The data are shown as the means ± SEM of the results from 4 to 
5 mice. Differences compared with the 0 times of DPH administration mice were considered 
significant at **P < 0.01 and ***P < 0.01. N.D.: Not detected. 
 
III-3-9 PB前処置が DPH誘導性肝障害発症に与える影響 
肝障害は DPHの反復投与によって発症し、単回投与では BSO併用処置によっても発症し
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と比較して血漿中 ALT値が有意に高値を示した (約 300 U/l) が、DPH反復投与による肝障
害 (約 800 U/l) よりも低値を示した。 






Fig. 19. Potentiate effects of Cyp2 inducer phenobarbital on development of DPH-induced 
hepatotoxicity by single DPH administration.  
Mice were intraperitoneally injected PB (80 mg/kg) for 4 days and orally administered DPH (100 
mg/kg) on the day 5. BSO was intraperitoneally injected 1 h prior to the DPH administration. At 0, 
6, and 24 h after the DPH administration, the plasma were collected for assessment of plasma ALT 
levels. To assessment of hepatic Cyp2c activities, the livers were collected at 24 h after the 4 times 
PB treatment (80 mg/kg for 4 days). Cyp2c activities were determined according to the method 
same as Fig. 18. The data are shown as the means ± SEM of the results from 4 to 5 mice. 
Differences compared with the non-PB treated mice were considered significant at **P < 0.01. 
 
第 4節 考 察 
 
過去の研究において、ラット in vivoで DPHの反応性代謝物を検討した報告によると、反応
性代謝物とタンパク質の共有結合体の形成が GSH枯渇下で増加し、アレンオキシドを加水分
解するエポキシドヒドロラーゼの阻害剤トリクロロプロペンオキシド (TCPO) を前処置することで
















































が検出された (Figs. 13A-C)。これらのチオール抱合体はいずれも DPHのベンゼン環にチオ
ールが結合した構造であることが推察された。 
DPHの反応性代謝物として推定されているアレンオキシドと o-キノン体がGSH抱合された場









Cys-DPHおよび NAC-DPH と推察された。II-3-4の結果から DPH単独投与によって肝臓中





はおよそ 80 µg/mL、4’-HPPHは 0.36 µg/mLであった (Fig. 15)。一方で、ヒトにおける血漿中
の最大濃度はそれぞれ 52 µg/mLおよび 1.64 µg/mL と報告されている (Vasko et al., 1980; 





が DPH誘導性肝障害を実験動物で再現できない原因の 1つとなっている可能性がある。 
本研究における DPH誘導性肝障害モデルマウスは、DPHの 5日間の反復投与により肝障





ることから (Mullick and Ishak, 1980)、DPH連投による生体の生理機能変化が推察される。
DPHの反復投与により、ヒト、ラットおよびマウスにおいて CYP2Cおよび CYP3Aが誘導される
ことが知られている (Chaudhry et al., 2010; Fleishaker et al., 1995; Yamazaki et al., 2001; 





時の Day 3 と比較して高値を示した (Fig. 15)。このことから、DPH反復投与により CYPによる
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酸化的代謝反応およびグルクロン酸抱合反応が亢進することが示された。ヒトにおいて、DPH
のグルクロン酸抱合反応を触媒する UGT1A が DPH によって誘導されることが示唆されており、
DPH-Gluの生成が DPH反復投与により増加した結果は、Ugt1aの誘導に起因する可能性が









アランスに Cyp代謝の寄与が大きいと考えられた。また、ABT併用処置により 4’-HPPH O-Glu
の血漿中濃度が低下を示したが、これは ABT併用処置により 4’-HPPH生成量が低下した結






も示す (Emoto et al., 2003)。 本検討では、Cyp2c 酵素活性の阻害による肝障害の緩和を期
待して、DPH誘導性肝障害モデルマウスに KTZ併用処置した。その結果、溶媒対照群と比較
して肝障害の緩和が認められ (Fig. 17A)、さらに肝臓中 GSH含量が溶媒対照群と比較して有








かし、BSO単独投与マウスに KTZを併用処置した際には、MDZ 1’-OHおよび 4-OH生成酵




ことに起因すると考えられる (Fig. 17C)。前述したように、DPHは Cyp3aに対して mechanism 





DPH誘導性肝障害のリスクファクターとして関係しないことが報告されている (Pachkoria et al., 





素である Cyp2cおよび Cyp3aを解析した。DPH反復投与により肝ミクロソーム中の Cyp2cおよ
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びCyp3aタンパク質量がDPH投与期間依存的に高値を示した (Fig. 18A)。Cyp2cにおける誘
導は Day 0 と比較して、肝障害発症の直前の Day 4でおよそ 3倍、Cyp3aにおいてはおよそ 4
倍と高く、DPHにより Cyp2cおよび Cyp3a タンパク質発現量が上昇することが示され、これらの
Cyp誘導がDPH代謝亢進に繋がっていることが示唆された。DPHはヒトおよびマウスにおいて、
プレグナン X 受容体 (PXR) および構成的アンドロスタン受容体 (CAR) を介し、CYP3Aお
よび CYP2Cを誘導するとの報告があり (Jackson et al., 2004; Chaudhry et al., 2010; Luo et al., 
2002)、本検討で認められた Cyp2cおよび Cyp3a タンパク質の増加は (Fig. 18A)、これらの受
容体を介したものと考察される。マウスにおけるMDZ 1’-OH酵素活性は、Cyp3aのみならず
Cyp2cによっても触媒されることが Cyp2c ノックアウトマウスを用いた実験から示されている 
(Waterschoot et al., 2008)。一方で、MDZ 4’-OH酵素活性は Cyp3a選択的であることが示され
ている。本検討においては、DPH反復投与によりTOL水酸化酵素活性が上昇し、MDZ 1’-OH
酵素活性の低下が認められたことから、DPHによりCyp2c酵素活性は増加し、Cyp3a酵素活性
が阻害されていることが示唆された (Fig. 18B)。さらに、マウス Cyp3a選択的に触媒される
MDZ 4-OH酵素活性は、DPH投与によって検出限界以下にまで低下した (Fig. 18B)。したが
って、DPH反復投与により Cyp2cおよび Cyp3a タンパク質の発現誘導が誘起され、Cyp2c酵
素活性の上昇が認められることが示された。しかし、Cyp3aは、DPH反復投与によりタンパク質
発現が高値を示したにも関わらず、酵素活性は減少し、タンパク質発現量と酵素活性が相反
する結果となった (Figs. 17A and B)。DPHはヒト肝ミクロソーム画分において、CYP代謝依存
的に CYP3A と共有結合を形成することから (Munns et al., 1997)、DPHは CYP3Aに対して
MBIを誘起することが推察される。また、ラットに 20日間DPHを反復投与させた検討において、
CYP3A1/2 タンパク質の発現誘導が認められるにも関わらず、その酵素活性は低下するとの報
告もある (Yamazaki et al., 2001)。このことから、本検討においても、Cyp3a タンパク質増加の一
方、MBIによりCyp3a酵素活性の低下が認められたものと推察された。DPHのCYP3Aに対す










は毒性発現と関与すると推察されており、time-dependent inhibiton (TDI) アッセイにより、CYP
に対するMBI形成、すなわちCYP酵素活性の時間依存的な抑制強度を指標に評価する方法




導が DPH誘導性肝障害発症に重要であることを検討するため、Cyp2b, Cyp3aおよび Cyp2c
の誘導剤である PBを反復投与後に DPHを単回投与したところ、肝障害の発症が認められた 
(Fig. 19A)。このことから、CYP誘導により DPH誘導性肝障害発症のリスクが上昇することが示
され、DPH反復投与が肝障害発症に必要な理由の一部として、Cypの誘導が考えられた。ま
た、PB前処によって Cyp2cの酵素活性が上昇していたことから (Fig. 19B)、Cyp2cによる代謝
反応が肝障害発症に繋がる反応性代謝物生成の一端を担っている可能性が示された。ヒトに
おいては APAPの他、イソニアジドが CYP誘導により肝障害発症のリスクが高まることが示唆さ
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